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Bestimmung von D-Gluconséaure (D-Gluconat)
in Milch und Milchprodukten

Enzymatisches Verfahren
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Determination of d-gluconic acid (d-gluconate) content of milk and milk products —

Enzymatic method

Détermination de la teneur en d-gluconic acide (d-gluconate) dans le lait et les produits laitiers —

Méthode enzymatique

Vorwort

Diese Norm wurde vom NormenausschuB Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte, ArbeitsausschuB “Chemische

und physikalische Milchuntersuchung®, erarbeitet.

1 Anwendungsbereich

Diese Norm legt ein Verfahren zur Bestimmung des
D-Gluconsaure-Gehaltes (D-Gluconat-Gehaltes) in Milch
und Milchprodukten fest, der aus zugesetztem Glucono-
O-lacton gebildet wird.

2 Normative Verweisungen

Diese Norm enthélt durch datierte oder undatierte Verwei-
sungen Festlegungen aus anderen Publikationen. Diese
normativen Verweisungen sind an den jeweiligen Stellen
im Text zitiert, und die Publikationen sind nachstehend
aufgeflinrt. Bei datierten Verweisungen gehoren spétere
Anderungen oder Uberarbeitungen dieser Publikationen
nur zu dieser Norm, falls sie durch Anderung oder Uberar-
beitung eingearbeitet sind. Bei undatierten Verweisungen
gilt die letzte Ausgabe der in Bezug genommenen Pubili-
kation.

DIN 10327

Milch und Milchprodukte — Probenahmetechnik

DIN 12699

Laborgerate aus Glas — Enzymtest-MeBpipetten;
schnellablaufend, Wartezeit 15 Sekunden, Klasse AS
DIN ISO 5725

Prazision von MeBverfahren — Ermittlung der Wieder-
hol- und Vergleichprazision von festgelegten MefB-
verfahren durch Ringversuche;

Identisch mit ISO 5725 : 1986

3 Prinzip

Die Probe wird mit Kaliumhexacyanoferrat- und Zink-
sulfat-Lésung (nach Carrez) geklart und mit Natrium-
hydroxid-Lésung alkalisiert. Dabei wird Glucono-6-lacton
(GdL) in Gluconséaure umgewandelt.

Die Gluconsaure wird in Gegenwart des Enzyms Gluconat-
Kinase durch Adenosin-5-triphosphat (ATP) zu Gluco-
nat-6-phosphat phosphoryliert. Dieses wird durch Nico-
tinamid-adenin-dinucleotidphosphat (NADP) in Gegenwart
von 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (6-PGDH) oxi-
diert, wobei das reduzierte Nicotinamid-adenin-dinucleo-
tidphosphat (NADPH) gebildet wird, welches photome-
trisch gemessen wird.

Die gebildete NADPH-Menge ist der D-Gluconat-Menge,
und damit dem D-Gluconsiure-Gehalt &aquivalent.
NADPH wird photometrisch bei 340 nm (oder Hg 334 nm,
Hg 365 nm) bestimmt.

4 Chemikalien
41 Allgemeines

Sofern nicht anders angegeben, sind analysenreine
Chemikalien zu verwenden. Das zur Herstellung der
Enzymlésungen bzw. Coenzymldésungen verwendete
Wasser muB entweder frisch bidestilliert oder von ent-
sprechender Reinheit sein.

Das darliber hinaus verwendete Wasser muB mindestens
die Reinheit von destilliertem Wasser aufweisen.

4.2 Kaliumhexacyanoferrat(ll)-Lésung

159 K, Fe(CN)g - 3H,O werden in Wasser geldst. Die
Lésung wird auf 100 ml aufgefiillt.

4.3 Zinksulfat-Lésung

30g ZnSO, - 7H,O werden mit Wasser gelost. Die
Lésung wird auf 100 ml aufgefullt.

4.4 Natriumhydroxid-Lésung,

¢ (NaOH) = 0,25 mol/l
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4.5 Triethanolamin-Pufferlésung, pH = 7,8

709 Triethanolaminhydrochlorid und 125 mg Magne-
siumsulfat (MgSO, - 7 H,0) werden in 20 ml Wasser ge-
I6st, und mit etwa 25 ml Natriumhydroxid-Lésung
(c(NaOH) = 5 mol/l) auf pH = 7,8 eingestellt. Zu dieser
Lésung werden 50 mg Nicotinamid-adenin-dinucleotid-
phosphat-Dinatriumsalz (NADP - Nay) sowie 10 ml Wasser,
in denen 250 mg Adenosin-5'-triphosphat-Natriumsalz
(ATP-NayH, - 3H,0) und 250 mg Natriumhydrogencar-
bonat (wasserfrei) vorher geldst worden sind, zugegeben.
AnschlieBend wird auf 50 ml aufgeflllt. Diese Lésung ist
bei Lagerung bei etwa 4 °C mindestens 4 Wochen haltbar.

4.6 Enzymsuspension (6-PGDH)

2mg 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase aus Hefe
(EC 1.1.1.44), 12 U/mg"), in 1 mlL Ammoniumsulfat-Lésung
(c ((NH4)»,S0,) = 3,2 mol/l)

Diese Suspension ist bei Lagerung bei etwa 4°C minde-
stens 1 Jahr haltbar.

4.7 Enzymsuspension (Gluconat-Kinase)

1 mg Gluconat-Kinase aus Escherichia coli (EC 2.7.1.12),
40 U/mg"), in 1 ml Ammoniumsulfat-Lésung

(c ((NH4)2S0,) = 3,2 mol/l)

Diese Suspension ist bei Lagerung bei etwa 4°C minde-
stens 1 Jahr haltbar.

5 Gerite und Hilfsmittel

5.1 Homogenisiergerat
(z. B. Dispergiergerat oder Elektromixer)

Das Gerat darf keine Schwermetalle abgeben, durch die
eine Hemmung der eingesetzten Enzyme verursacht wird.
5.2 Analysenwaage

5.3 MeBzylinder, Nennvolumen 25 ml

5.4 Becherglas, Nennvolumen 100 ml

5.5 Magnetriihrgerat oder anderer geeigneter Riihrer
5.6 MeBkolben, Nennvolumen 100 ml

5.7 Trichter mit Faltenfilter

5.8 pH-MeBeinrichtung mit Elektroden

5.9 Enzymtest-MeBpipetten, Klasse AS nach
DIN 12699, auf teilweisen Ablauf justiert.

5.10 Spektralphotometer, geeignet zur Messung bei
340 nm oder Spektrallinien-Filterphotometer mit Queck-
silberdampflampe zur Messung bei 365 nm oder 334 nm.

5.11 Kiivetten aus Glas oder Kunststoff, Schichtdicke
icm

) Die Enzymaktivitat wird in dieser Norm in Internationa-
len Einheiten (U) angegeben. 1 U ist die Enzymaktivitat,
die unter festgelegten Bedingungen bei einer Tempe-
ratur von 25°C unter optimalen Bedingungen eine
Substratmenge von 1 umol Substrat je min umsetzt.
Alle Bezeichnungen fir Enzyme entsprechen den
Empfehlungen der IUB-Commission of Enzymes (CE).

6 Probenahme
Nach DIN 10327

7 Durchfiithrung
71 Vorbereitung der Proben

Milch wird sorgféltig durchmischt. Milchprodukte werden
nach ihrem Charakter in Anlehnung an bestehende Nor-
men vorbereitet.

Lakenkéase wird aus der Lake genommen. Die anhaftende
Flissigkeit wird mit saugfahigem Papier leicht abgetupft.
Kahl gelagerte Proben werden auf Raumtemperatur
erwarmt.

Die Probe wird mit dem Homogenisiergerat nach 5.1 gut
gemischt.

7.2 Herstellung der Probenlésung

Etwa 5 g der nach 7.1 vorbereiteten Probe werden in ein
100-ml-Becherglas auf 0,01 g eingewogen und mit 40 ml
etwa 50°C warmem Wasser versetzt. Dann werden nach-
einander unter Rihren je 4 ml Kaliumhexacyanoferrat(ll)-
Losung (siehe 4.2) und Zinksulfat-Lésung (siehe 4.3)
langsam zugeben.

Die Suspension wird 10 min auf dem Magnetrihrer
geruhrt. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wird
die Suspension mit Natriumhydroxid-Lésung (siehe 4.4)
auf pH =10 £ 0,1 eingestellt. Die Mischung wird 10 min
stehengelassen und quantitativ in einen 100-ml-MeB-
kolben mit Wasser Ubergesplilt. Der MeBkolben wird auf-
gefullt und der Inhalt gemischt. AnschlieBend wird Gber
ein Faltenfilter filtriert. Von dieser Probenldsung werden
0,1 ml bis 0,5 ml zur Bestimmung eingesetzt.

7.3 Bestimmung

Tabelle 1
Leer- | MeB-
In die Kllvetten pipettieren wert |l6sung
ml ml

Triethanolamin-Pufferlésung nach 4.5 1,00 | 1,00
Probenlésung nach 7.2 — 0,10
Wasser 2,00 | 1,90
Enzymsuspension (6-PGDH) nach 4.6 0,02 | 0,02

Mischen, nach etwa 5 min Extinktionen der Lésungen
gegen Luft (keine Klvette im Strahlengang) messen
(E,), dann Reaktion starten durch Zugabe von

Enzymsuspension (Gluconat-Kinase)

nach 4.7 002 | 002

AnschlieBend mischen. Stillstand der Reaktion abwar-
ten (20 min bis 30 min) und Extinktionen der L6sungen
messen (E,).

Die Extinktionszunahme (E — E4)pegigsung SOIltE zwi-
schen 0,1 und 0,5 liegen. Ist die Extinktionsdifferenz zu
gering, so darf das Volumen der in die Kivette zu
pipettierenden Probenldsung erhéht werden (bis zu
0,50 ml). In diesem Fall ist das Volumen der hinzuzu-
fugenden Wassermenge so weit zu verringern, daB in
den Klvetten fur MeBl6ésung und Leerwert das gleiche
Gesamtvolumen vorliegt. Ist die Extinktionsdifferenz zu
groB, so muB die Probenlésung verdinnt werden. In
diesem Fall ist der VerdlUnnungsfaktor (F,) bei der
Berechnung zu berucksichtigen. Bei Serienanalysen
ist nur ein Leerwert je Serie erforderlich.
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